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(54) Title: METHOD FOR PREPARING NEW BIOPOLYMERS 
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(57) Abstract 

In a method for preparing new biopolymers with improved properties using polymerases, at least one cycle of the follow- 
ing steps is carried out in a series of parallel arrangements to be compared: Nucleic acid sequences or a mixture of similar nucleic 
acid sequences in the mutant distribution of a quasi species undergo limited mutagenesis in the region of the error threshold. The 
mixtures are replicated under simultaneous conditions and/or consecutively. The resultant nucleic acids mixtures are compart- 
mented by division. They are then selected by means of a selection system which reflects the properties of interest of the nucleic 
acid sequence itself or indirectly through its translation product. 

(57) Zusammenfassung 

Das Verfahren zur Herstellung von neuen Biopolymeren mit verbesserten Eigenschaften mittels Polymerasen besteht da- 
rin, dass mindestens ein Zyklus der nachstehend genannten Schritte in einer Serie von zu vergleichenden Parallelansatzen durch- 
laufen wird: Nukleinsiiuresequenzen oder ein Gemisch ahnlicher Nukleinsauresequenzen in der Mutantenverteilung einer Quasi- 
Spezies werden in Bereich der Fehlerschwelle einer begrenzten Mutagenese unterworfen; diese Gemische werden unter simuita- 
nen Bedingungen und/oder nacheinander repliziert; die so enstandenen Nukleinsauregemische werden durch Aufteilung kom- 
panimentiert; und danach durch ein Selektionssystem selektiert, welches die interessierenden Eigenschaften der Nukleinsaurese- 
quenz selbst oder indirekt iiber deren Translationsprodukt reflektiert. 
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"Verfahren zur Herstel luna von neuen Biopolvmeren" 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren 
zur Herstellung von neuen Biopolymeren mit - verbesserten 
Eigenschaften mittels Polymerasen. Biopolymere wie 
Peptide und RNA werden stets synthetisiert unter Mit- 
wirkung von Polymerasen, Um neue Biopolymere mit ver- 
besserten Eigenschaften zu erhalten, hat man in der Ver- 
gangenheit vor allem nach neuen biologischen Quellen ge- 
sucht und diese selektiert, um schlieBlich solche mit 
guten oder besseren Eigenschaften im groBen Umfang zu 
replizieren und dadurch die gewunschten Biopolymere zu 
produzieren. Letztlich beruhen hierauf alle klassischen 
biologischen und mikrobiologischen Zuchtungsmethoden . 

Durch die Technik der Rekombination von Genen und der 
Produktion von Biopolymeren in Mikroorganismen und Zell- 
kulturen konnten bereits erhebliche Fortschritte erzielt 
werden. Versuche durch gezielte oder ungezielte Verande- 
rung einzelner oder mehrerer Telle der Biopolymeren bzw. 
der kodierenden Nukleinsaureseguenzen haben trotz des 
erheblichen Aufwandes nur in wenigen Fallen zum Erfolg 
gefiihrt, L. Gold beschreibt die Optimierung einer RNA 
iiber eine oder zwei gleichwertige Punktmutationen inner- 
halb eines engen Seguenzausschnittes nach einem Ver- 
fahren, das SELEX genannt wurde. Die Natur zeigt jedoch, 
daB haufig entferntere Sequenzabschnitte oder langere 
zusammenhangende Sequenzabschnitte zum Gegenstand ge- 
zielter Optimierung werden. Beispiele hierfiir sind die 
Optimierung von Antikorpern nach Mechanismen, die als 
somatische Mutationen beschrieben sind. Somatische Muta- 
tionen sind mechanistisch noch nicht vollends verstanden, 
zeigen jedoch eine bedeutende Steigerung der Selektivitat 
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eines Antikorpers und erweitern somit das genetische Po- 
tential kodierter Antikorper liber ihre Fahigkeit zur 
variierenden Rekombination hinaus. 

Die Optimierung biologischer Pharmaprodukte ist ein 
wichtiges Ziel der pharmazeutischen Industrie. Erwahnt 
seien die Optimierung von enzymatischen Aktivitaten, von 
Rezeptoreigenschaften, von Ligandenwechselwirkungen, von 
antibiotischen- oder antiviralen Eigenschaf ten, von effek- 
tiver Vaccinierung etc. Technisch werden bislang viele 
V7ege verfolgt wie Screeningmethoden auf bereits natiirlich 
vorhandene Strukturen oder deren chemische Modif izierung, 
wie zielorientiertes Design durch Computermodelling oder 
rekombinant gentechnische Verfahren. 

Die Natur offenbart uns die Ergebnisse eines naturlichen 
Optimierungsprozesses, d. h. , die Ergebnisse der Evo- 
lution. Ihre Mechanismen zu verstehen, war das Anliegen 
vieler namhafter Naturwissenschaf tier und Philosophen^ Es 
soil hier in wenigen Satzen versucht werden, die Auf- 
fassungen Darwins ("The origin of Species", G. G. Simpson, 
Collier-Mac Millan, London, 1962) , Monods ("Zufall und 
Notwendigkeit" , J. Monod, Piper, Miinchen, 1971) und 
Eigens (M. Eigen, J. McCaskill & P. Schuster, 1987, 1988, 
J. Phys. Chem.) kurz zu analysieren. Darwin kam bei 
seinem Studium der Arten zu dem Ergebnis, daB Evolution 
auf dem Wechselspiel von Mutation und natiirlicher Selek- 
tion beruht* Monod arbeitete diese Gedanken in das neue 
Weltbild der molekularen Genetik ein und diskutierte die 
Bedeutung zufalliger Mutationen der genetischen Infor- 
mation eines existierenden Wildtyps und ihre zwangs- 
laufige Selektion im Falle einer besser angepaBten Wer- 
tigkeit • 

Eigen konnte anhand einfacher uberlegungen demonstrieren, 
daB der natiirliche Optimierungsprozess der Evolution durch 
Wildtyp-Mutagenese nicht erklarbar ist. Anders ausge- 
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driickt, ein blindes Ausprobieren natiirlich entstehender 
Wildtypmutanten konnte angesichts unvorstellbar groBer 
Zahlen moglicher Alternativen niemals zu einer effizien- 
ten Evolution fiihren. Der abgelaufene Zeitraum von ca, 
4 Milliarden Jahren ware zu kurz, die zur Verfugung 
stehende Materie um viele GroBenordnungen zu klein, um 
auch nur zu primitiven Lebensformen zu gelangen. Der 
Durchbruch im Verstandnis evolutiver Vorgange gelang 
durch die richtige Interpretation genetischer Experimente 
sowie durch die Einfiihrung neuer Konzepte, wie Quasi- 
Spezies, Sequenzraum, Wertlandschaf t , Hyperzyklus, Kotq- 
part intent i erung • 

Fiir die voriiegende Erfindung sind Erklarungen zu einigen 
Begriffen unbedingt notwendig, da sie fiir die beanspruchte 
erf inderische Umsetzung in wirtschaf tlich nutzbare 
Synthesestrategien unumganglich sind, 

"Quasi-Spezies" bezeichnet ein neues Verstandnis der alten 
"Wildtyp"-Def inition. Die Gesamtheit einer durch Redupli- 
kation auseinander hervorgegangenen Kollektion von Ge- 
nomen stellt keine Sammlung identischer (Wildtyp) -Sequen- 
zen dar. Vielmehr handelt es sich vun eine Verteilung von 
Mutanten in der Umgebung des Wildtyps. Die Verteilung als 
solche ist das Objekt der Selektion, nicht die spezifische 
"Wildtyp"-Sequenz. Die Verteilung entsteht vor aliem durch 
Kopierfehler reduplikativer Enzyme (Polymerasen) . Ledig- 
lich die haufigst vertretene mittlere Sequenz ist iden- 
tisch r:iit dem zuvor angenommenen "Wildtyp", wahrend die 
groBe Mehrheit aller iibrigen Sequenzen mehr oder weniger 
Starke Abweichungen zur ehemals definierten Wildtyp-Se- 
quenz aufweisen. Die Haufigkeit einer spezifischen Se- 
quenz und die Haufigkeit eng verwandter Sequenzen stellt 
ein Mai3 fiir die biologische Wertigkeit dar. Die Verteilung 
bestimmt die sogenannte Wertlandschaft . Der evolutive 
Vorteil liegt unmittelbar auf der Hand: Bei verandertem 
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Anf orderungsprof il kann ein so strukturiertes biologisches 
System rasch reagieren, Wenn auch zunachst zahlenmaBig 
nicht stark vertreten, so gibt es doch Varianten, die 
relativ weit entfernt vom Wildtyp, jedoch naher am hypo- 
thetisch neuen Maximum einer Wertigkeit liegen. Die 
Evolution erhalt dadurch eine interne Steuerung, und es 
wird Zeit gewonnen, Dem positiven Effekt entgegen steht 
die Gefahr des Inf ormationsverlustes durch zu groBe Re- 
plikationsf ehlerhauf igkeit, Eigen konnte zeigen, daB 
natiirliche Systeme dicht unterhalb des zulassigen Fehler- 
maximums replizieren. Ein irreversibles ZerflieBen gene- 
tischer Information wird verhindert, doch ist die Flexi- 
bilitat fiir Veranderungen maximal. Die Quasi-Spezies 
bleibt stabil, solange sich keine besser angepaBte Ver- 
teilung aufbaut. Eine weitere Folgerung dieses neuen 
Verstandnisses von Wertlandschaf ten ist es, daB blinde 
"trial and error" Mutageneseprozesse nicht erforderlich 
sind, sondern daB sich evolutive Anpassungen zielgerich- 
tet entlang von "Graten" der Wertlandschaf t bewegen, 
Hyperzyklus und Kompartimentierung sind weitere Begriffe, 
die erfinderisch in den TechnikmaBstab xmgesetzt werden 
und in ihrer Natur kurz erklart werden sollen. Der Hyper- 
zyklus stellt die zyklische Interaktion von replikations- 
fahigen Inf ormationstragern und den durch sie kodierten 
Replikation-katalysierenden Enzymen dar. Die Komparti- 
mentierung in Vesikel oder Zellstrukturen sorgt dafiir, 
daB Varianten von Hyperzyklen fiir sich evoluieren konnen 
und daB verhindert wird, daB sich Mutationen statist isch 
und gleichmaBig auswirken, und somit nicht direkt und 
spezifisch auf die kodierende Seguenz riickwirken. 

Die Erfindung hat sich die Aufgabe gestellt, unter Aus- 
nutzung obiger Erkenntnisse ein Verfahren zur Herstellung 
von neuen Biopolymeren mit systematisch verbesserten Ei- 
genschaften mittels Polymerasen zu entwickeln. Diese Auf- 
gabe kann gelost werden dadurch, daB mindestens ein Zyklus 
der nachstehend genannten Schritte in einer Serie von zu 
vergleichenden Parallelansatzen durchlaufen wird, 
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Oder ein Gemisch ahnlicher 
in der Mutantenverteilung 
werden im Bereich der 
begrenzten Mutagenese un- 

diese Gemische werden unter simultanen Bedingungen 
und/oder nacheinander repliziert, 

die so entstandenen Nukleinsauregemische werden durch 
Aufteilung kompartimentiert 

und danach durch ein Selektionssystem selektiert, 
welches die interessierenden Eigenschaf ten der Nukle- 
insauresequenz selbst Oder indirekt iiber deren Trans- 
lationsprodukt reflektiert. 

Die Mutagenese erfolgt im einfachsten Fall bereits durch 
die Replikation im Bereich der Fehlerschwelle des Repli- 
kationsenzyms/Enzymsystems, Dariiber hinaus kann sie auch 
erfolgen durch Reaktionsbedingungen und Reaktionspara- 
meter, die Mutationen begunstigen, um in den Bereich der 
zulassigen Fehlerschwelle flir ein Gensegment zu gelangen 
Oder kurz dariiber hinaus, Hierzu zahlen beispielsweise 
die definiert ungleichgewichtige Gabe von Purin- und/oder 
Pyrimidinnukleotidbasen sowie die Zugabe von Basenanalo- 
gen. Weiterhin konnen auch mutagene Substanzen und/oder 
energiereiche Strahlung angewendet werden. SchlieBlich 
konnen auch sonstige Parameter wie Tempera tur, pH-Wert, 
Redoxpotential etc. Mutationen begunstigen. 

Unter begrenzter Mutation im Sinne der vorliegenden Er- 
findung ist eine Mutagenese zu verstehen, die noch nicht 
zur volligen Zerstorung des Systems fiihrt. Sie beab- 
sichtigt weiterhin, nicht samtliche Telle der Nuklein- 
saureseguenz zu verandern. Dies bedeutet jedoch nicht, 
daB fur Telle des Gemisches und kurzzeitig doch die biolo- 



Nuklemsauresequenzen 
Nukleinsaureseguenzen 
einer Quasi-Spezies 
Fehlerschwelle einer 
terworf en. 
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gisch zulassige Grenze liberschritten wird. Es ist also 
durchaus zulassig, daB neben uberlebensf ahigen und gege- 
benenfalls optimierten Mutanten auch geschadigte Mutanten 
entstehen, die letztlich nicht uberleben. Auf alle Falle 
soli nicht nur eine einzele Mutante iiberleben, sondern es 
mussen Gruppen von Mutanten iiberleben. Die Bedingungen 
der Mutagenese konnen dariiber hinaus durchaus so gewahlt 
Oder abgestuft werden, daB unterschiedliche Nukleinsaure- 
sequenzabschnitte unterschiedl ichem Mutagenesedruck aus- 
gesetzt sind. Aber auch bei dieser Ausfiihrungsf orm ist 
darauf zu achten, daB Gruppen von Mutanten iiberleben. 

Vorzugsweise erfolgt die Mutagenese so, daB durch die 
Einstellung der als Variablen benutzten Genauigkeit der 
Replikation oder deren abgestufte Genauigkeit in kon- 
sekutiven Schritten um den Bereich der Fehlerschwelle 
herum ("Tempern") , gefolgt von der (» 10) genaueren Ver- 
starkungsreplikation die Verteilung der Nukleinsauren auf 
das gesuchte Optimum hin gerichtet durch die Wertland- 
schaft im Bereich ihrer Fehlerschwelle gefiihrt wird. 

Die Aufteilung in Kompartimente muB erf indungsgemaB so 
erfolgen, daB einerseits praktisch alle neuen und alle 
alten Varianten in mindestens einem Kompartiment vor- 
handen sind, andererseits der Inhalt der Kompartimente 
durch phanotypische Selektion dif f erenziert werden kann. 
Diese Bedingungen konnen von Fall zu Fall durch relativ 
einfache Vorversuche ermittelt werden. Als Kompartimente 
sind beispielsweise geeignet die Kompartimente in den 
Replikationsmaschinen nach Eigen; vgl. Patentanmeldungen 
EP 88 13 773.2 ( "Verschiebeeinheit " ) , EP 88 14 398.8 
("Gradientenbrett") , DE 40 22 792.8 ("Folia"), DE 40 22 
793.6 ("VerschweiBeinrichtung") , DE 40 22 794.4 ("Form 
d. Folie") und DE 40 29 004.2 ( "Schlitten" ) . 

Fiir die praktische Durchfiihrung des Verfahrens ist es 
weiterhin wichtig, daB die zu einer phanotypisch selek- 
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tierten Biopolymerengruppe zugehorigen Nukleinsaure- 
sequenzen simultan oder nachtraglich allein Oder im Ge- 
misch zugeordnet werden konnen. Dies ist vor allem des- 
halb notig, vm die erf indungsgemaS ermittelten opti- 
mierten Nukleinsauresequenzen wiederzuf inden und gezielt 
fiir weitere Zyklen einsetzen zu konnen. 

Im Gegensatz zu den klassischen Methoden der Gentechno- 
logie werden erf indungsgemaB weder die genauen Nuklein- 
sauresequenzen der Ausgangspopulation noch die genauen 
Nukleinsauresequenzen der optimierten Population bestimmt. 
Es wird vielmehr ausgehend von den Variationsbreiten aus- 
gewahlter Gruppen durch Mutagenese und Selektionierung 
weiterentwickelt. Hierdurch werden die Gratwanderungen 
der Natur bei der Evolution ausgenutzt und dadurch das 
Gesamtverfahren beschleunigt und vereinfacht. 

Die Selektionierung der Nukleinsauregemische erfolgt vor- 
zugsweise an Produkten, welche direkte Kopplungen von 
Genotypen und Phanotypen darstellen. Ein Beispiel hierfur 
sind Polysome, die in einer direkten Kopplung sowohl die 
Translationsprodukte als auch deren kodierende RNA ent- 
halten. Gruppen derartiger Polysome konnen beispielsweise 
biologisch relevant iiblicherweise selektiert werden zum 
Beispiel durch ihre Eigenschaft der Bindung an bestimmte 
Rezeptoren, wie Antikorper, Metallchelatkomplexe etc. An 
diesen Polysomen wiederum ist die relevante Nukleinsaure- 
sequenz noch angekoppelt. Sie kann daher in besonders 
einfacher Weise nachtraglich wieder zugeordnet werden. 
Selbstverstandlich sind aber auch andere iibliche Methoden 
der Selektionierung moglich. Beispielsweise kann eine 
derartige Durchmusterung eines groBen selektierten Mutan- 
tenspektrums auch auf den Apparaturen nach Eigen erfolgen. 
Sie ermoglicht aus einem initialen Variantenspektrum von 
10 in bereits vier Zyklen dieser Apparatur die Selektion 
eines einzigen Klons. Die zahlenmaBigen Bereiche, in denen 
diese Selektionierung sinnvoll und effizient durchfuhrbar 
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sind, ergeben sich aus der anliegenden Figur 1 iiber die 
hierarchische Parallel fiihrung und Selektion sowie die 
zugehorigen Zahlenbeispiele fiir die Durchinusterung eines 
groBen selektierten Mutantenspektrums . Als besonders ge- 
eignete Verfahren zur Detektion haben sich hierbei 
Fluoreszenznachweisverf ahren erwiesen . 

Wenn eine Mutantenverteilung bemerkenswerte Eigenschaf ten 
aufweist, laBt sich durch hierarchische Parallelf iihrung 
ein groBes Spekturm von Mutanten durchmustern , Fiir das 
Beispiel einer Multiplizitat von 10^ Varianten ist man 
bereits nach 4 Selektionszyklen bei der Stufe einer Rein- 
kultur . 

Urn statistisch mit hoher Wahrscheinlichkeit keine Varian- 
ten zu verlieren, werden nach Verstarkung so viele Mutan- 
ten in den nachsten Zyklus liberfiihrt, daB jede der se- 
lektionierten Varianten ca. 10 x vertreten ist. Bei 
Zahlenwerten << 10 wiirde der stochastische Effekt maB- 
gebend, so daB leicht Variantenverluste eintreten konnen. 
Umgekehrt wiirde die durchschnittliche Reprasentanz von 
100 Kopien jeder Variante keinen Selektionsef f ekt bzw. 
Reduktion der Variantenanzahl bewirken. 

Bei der Durchfiihrung des erf indungsgemaBen Verfahrens 
sollte deshalb darauf geachtet werden, daB nach Moglich- 
keit die folgenden Parameter erfiillt werden: 

Zyklisch gefiihrte Reaktionskette mit von auBen 
steuerbarer biologischer Funktionskontrolle und 
Selektion; 

- reproduzierbare Handhabung groBer Probenmengen ; 

moglicher Verzicht auf rekombinante Organismen; 

zyklische, kiinstlich induzierte Verbreiterung des 
Mutantensprektrums mit regioselektiver Mutagenese; 
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On-Line-Kontrolle der Optimierung; 

Moglichkeit zur Generierung statistischer Verteilun- 
gen groBer Quasi-Spezies-Populationen; 

Optimierung der Population entlang von Graten der 
Wertlandschaf t ; 

hierarchische Parallelf iihrung vieler Probenansatze, 

Hiermit unterscheidet sich das erf indungsgeinaBe Verfahren 
deutlich von bisher bekannten Verfahren, Die Idee, aus 
einem Kollektiv randomisiert angebotener Mutanten gut 
angepaBte Substrukturen zu selektionieren , ist bereits 
von Rechenberg 1973 vorgeschlagen worden ( "Evolutionsstra- 
tegie", Problemata f ronunannholzboog, Stuttgart-Bad Cann- 
statt) . C. Tuerk und L. Gold (1990), Science 249, 505 - 
510, konnten experimentell auch zeigen, daB diese Vor- 
gehensweise zum Erfolg fiihrt, wenn die Anzahl moglicher 
Mutanten klein ist, d. h. die Anzahl der zu variierenden 
Positionen gering ist und somit alle moglichen Varianten 
a priori in einem Gemisch reprasentiert sind. Das bedeutet 
jedoch in einem Kolletiv von angenommen 10*^^ Molekiilen, 
ca. 18 Positionen auf DNA/RNA-Ebene , wenn jede mogliche 
Seguenz mit durchschnittlich 10 Molekiilen besetzt sein 
soil. Mit dieser Strategic lassen sich nur auBerst kurze 
Bereiche optimieren, Ziel einer Selektion sollen jedoch 
erf indungsgemaB Proteine sein, an denen groBe Telle der 
Sequenzen optimiert werden konnen und die dennoch als 
Gruppe von Mutantenverteilungen vorliegen, Mit einer 
a priori Verteilung miiBte eine unvorstellbar groBe Anzahl 
von Molekiilen bearbeitet werden. Dies kann aus den ver- 
schiedenstens Griinden, insbc^^sondere aus den Griinden des 
unverhaltnismaBig groBen Aufwandes nicht f unktionieren . 
Es wiirden wiederum alle Dimensionen an Material und be- 
notigter Zeit gesprengt. 
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Auch die Verfahren des sogenannten "serial transfer" sind 
zirmmdestens in der bisher in der Literatur beschriebenen 
Form nicht praktikabel , wenn der Selektionsschritt und 
die Bewertung der spezifischen Mutante eine Verdiinnung 
auf Einzelkopieebene verlangt. Damit lassen sich technisch 
zu wenig Mutanten testen und werten. Erf indungsgemaS wird 
von dem Prinzip der Natur Gebrauch gemacht, in welcher 
die besser angepaBten Mutanten weder einem homogenen Se- 
guenzspektrum noch einer definierten Wildtypsequenz ent- 
sprechen. Die Natur arbeitet hingegen mit Mutantenver- 
teilungen und einer Wichtung der Quasi-Spezies. Dieses 
Prinzip ist bisher nie zur gezielten Weiterentwicklung 
und Wertigkeitsbestimmung herangezogen worden. Es sind 
deshalb auch nicht die sie umgebene Wertlandschaf t des 
Seguenzraumes inklusive solcher Mutanten mit groBen 
Hanuning-Abstanden beriicksichtigt worden, Gerade die Popu- 
lation von Mutanten in weiterer Entfernung zur haufigst 
besetzten Sequenz und deren engsten Umgebungen vermehrt 
zu besetzen, wird erf indungsgemaS ausgenutzt. Dabei wird 
die Besetzung der Wertlandschaf t der Quasi-Spezies-Ver- 
teilung verbreitert, d. h. geschmolzen. Unter diesem 
Schmelzen wird verstanden, das begrenzte Uberschreiten 
zulassiger Fehlergrenzen. Die zulassige Fehlergrenze (Ein- 
bauraten von nicht "Watson-Crick-Paaren" ist definiert 
durch die Lange der Sequenz und den Selektionswert einer 
Quasi-Spezies-Verteilung, d. h, der Hohenverteilung der 
Werteprof ile. Da die Fehleinbauraten der verwendeten 
Polymerasen bezogen auf die in vitro replizierten Se- 
quenzen gewohnlich klein sind, wird der Mutationsdruck 
erf indungsgemaB kiinstlich erhoht. 

Abgestiimnt auf den Mutationsdruck muB dann die Stringenz 
des Selektionssystems gewahlt werden. Die Stringenz muB 
so groB sein, daB das Profil der Besetzung der Wertland- 
schaft folgt und bestehen bleibt im Gegensatz zur sta- 
tist ischen Gleichverteilung beim SELEX-Verf ahren. Die 
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Bedingungen sind somit auch so zu wahlen, daS Mutanten 
mit groSen relativen Hamming-Abstanden die Selektion iiber- 
stehen konnen. 

Das erf indungsgemafie Konzept der Quasi-Spezies beriick- 
sichtigt auch die Besetzungsdichte sogenannter neutraler 
Mutanten. Im engsten Sinne neutral sind nur die Mutanten, 
die auch in der Nachbarschaf t von gleichwertigen Mutanten 
umgeben sind, d, h. einem Plateau in der Wertlandschaf t , 
Dies kann jedoch nur annahernd gelten. Der Wert einer 
spezifischen Sequenz wird mitbestinunt von der Bewertung 
und somit Besetzung der benachbarten Varianten, aus denen 
eben diese Mutante bei Replikation und geringer Mutagenese 
hervorgehen kann. Erf indungsgemaB sollten deshalb die 
Bedingungen so gewahlt werden, daB eine hinreichende Be- 
setzungsdichte der Wertlandschaft erhalten bleibt. Es 
wird daher erf indungsgemaB unterschieden zwischen dem 
Mutageneseschritt zur Schaffung von Varianten groBer 
Hamming-Abstande und dem Replikationsschritt zur Besetzung 
der jeweiligen engeren Hamming-Abstande in der Umgebung 
der weit entfernten Varianten, Dieses Prinzip wird augen- 
scheinlich in der anliegenden Darstellung der Mutagenese 
und Amplikationsstrategie zum Schmelzen von Quasi-Spezies- 
Verteilungen; Figur 2, 

Diese stilisierte Darstellung beschreibt das Schicksal 
einer Mutantensequenz aus einer Mutantenverteilung, die 
den vorhergehnden Selektions- und Verteilungsschritt uber- 
standen hat. Im Mutagenese-Schritt wird diese Sequenz in 
einem "Mutagenese-Puls" geschmolzen, d, h. daB Mutanten 
entstehen, die einen hoheren mittleren Hamming-Abstand 
von den Ausgangsmutanten haben, als es der naturlichen 
Fehleinbaurate der beteiligten Polymerasen entsprechen 
wiirde. Um eine funktionale Selektion betreiben zu konnen, 
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folgt dem Mutageneseschritt erf indungsgemaB ein Ver- 
starkungsschritt (Amplif ikation) . Hierbei wird der Mu- 
tationsdruck experimentell deutlich niedriger gewahlt., im 
Extremfall entsprechend der naturlichen Fehleinbaurate 
der verwendeten Polymerasen* Damit ergibt sich urn die 
mittlere Seguenz der weit voneinander divergierenden 
Varianten jeweils ein Mutantenspektrum mit kleineren 
Hamming-Abstanden . 

Verfahren, die sich fur die besprochene Vorgehensweise 
eignen, sind automatisierte Genamplif ikationsverf ahren^ 
die zyklisch Oder alternierend zyklisch gefahren werden 
und"-das Prozessieren ximf angreicher Kollektive erlauben- 
Dafiir wurden PCR-taugliche Systeme entwickelt und/oder 
serial Transf er-Systeme, wobei umf angreiche Quasi- 
Spezies-Verteilungen trans feriert iind selektiert werden 
konnen. Bei der erf indungsgemaBen Umsetzung der Technik 
kommt es, wie oben beschrieben, auf die technische Be- 
herrschung groBer Probenkollektive an und deren Wichtung 
mittels geeigneter Selektionssysteme . Andere Amplif ika- 
tionsverfahren (z. B. J. Compton 1991, Nature 3 50, 91 - 
92) sind unter bestimmten Bedingungen ebenfalls fur den 
Verstarkungs- und Mutageneseschritt geeignet. 

Mit der beschriebenen Folientechnik zur Genamplif ikations- 
strategie lassen sich technisch zwischen 10"^ und 10^ Re- 
aktionsansatze parallel bewerten. Das bedeutet letztlich 
die Analyse und Selektion aus bis zu 10^^ bis 10"^^ Mutan- 
ten pro Reaktionszyklus • 

Das erf indungsgemaBe Wechselspiel von Selektionsdruck und 
Mutationsdruck sorgt fur die Balance zwischen ZerflieBen 
des Informationsgehaltes in ein Kontinuum zahlenmaBig 
nicht mehr zu bewaltigender Beset zungsinoglichkeiten 
einerseits und Erstarren des Systems andererseits . Es ist 
fein abgestimmt, uin ein optimales Driften der Quasi- 
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Spezies hin zuin gesuchten Optimum zu gestatten. Das Ver- 
fahren der Natur konnte zwar analysiert warden und gibt 
zahlenmafiig wertvolle Hinweise fur die grofienordnungs- 
maflige Wahl der experimentellen Parameter, das Feintuning 
wird jedoch erf indungsgemafi jeweils angepaBt, da es spezi- 
fisch mit dem jeweiligen Anf orderungsprof il korreliert 
ist und sich im Verlaufe des Optimierungsprof ils veran- 
dern kann. Mit anderen Worten, beide Parameter sind immer 
wieder einander anzugleichen, Sie spiegeln die jeweilige 
Struktur der Wertlandschaf t wieder, d, h. die Zerkliiftung 
Oder die Breite der Grate und Bergrucken* Kleine Fehlab- 
weichun^en eines Parameters konnen durch Nachfiihren des 
zweiten Parameters nachgesteuert werden, so daS. die Ge- 
fahr beherrscht werden kann, daB z. B. in einem fortge- 
schrittenen Optimierungsstadium durch zu hohen Mutations- 
druck die Information irreversibel zerflieBt. Konkret 
bedeutet dies, daB bei zu niedrig gewahltem Mutations- 
druck der Selektionsdruck erhoht werden kann und bei zu 
hoch gewahltem Mutationsdruck der Selektionsdruck ver- 
ringert werden kann. 

Von groBer Bedeutung fur die Adjust ierung der diskutierten 
Parameter ist die Wahl des Selektionsverf ahrens , mit dem 
es moglich sein muB, kontrolliert Quasi-Spezies-Verteilung 
zu selektionieren. Die Parameter sollen die Wertigkeit 
einer Population korrekt messen konnen, d. h, sie sollen 
mit dem angestrebten Optimum eng korreliert sein. Ihr 
Signal/Rausch-Verhaltnis muB hinreichend groB sein, um 
bei der Prallelf uhrung von Experimenten im automatisierten 
Vielkanalsystem klare Entscheidungen zuzulassen. Fluores- 
zenzmeBverf ahren eignen sich optimal fur diesen Zweck. 

Vorzugsweise sollen Selektionsdrucke ausgeschlossen wer- 
den, die nicht im direkten Zusammenhang mit dem Ziel- 
optimum stehen. So wird die Replikationsgeschwindigkeit 
als Kriterium ausgeschlossen, indem amplif izierende 
Enzyme, Primer im UberschuB angeboten werden. Bei Einsatz 
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der in vitro Proteinbiosynthese lassen sich Effekte aus- 
schlieBen, die auf Gebrauch seltener Codons zuruckzufiihren 
sind. 

Erf indungsgemaB wird der Zyklus mindestens einmal, vor- 
zugsweise jedoch mehrfach durchgefiihrt . In Figur 3 ist 
eine typische zyklische Produktoptimierung gezeigt, Sie 
kann beispielsweise die Schritte a) bis k) beinhalten, 
Dabei wird eine zu optimierende , inf ormationstragende RNA 
entweder mittels Replikase oder in einer PCR-Reaktion 
Oder einem homogenen RNA/DNA-Replif ikationsvef ahren muta- 
genisiert und repliziert- Dabei wird fiir eine Ubersetzung 
in das zugehorige Proteinprodukt eine Promotor-Sequenz 
eingefiihrt, die sich z. B. xiber primer oder Ligationsver- 
fahren synthetisch einfiihren laBt und somit dem Mutations- 
schritt nicht unterworfen wird. Zur Kopplung von Genotyp 
und Phanotyp lassen sich Bindungseigenschaften mit geziel- 
ter Extraktion verbinden, wodurch der Selektionsschritt 
eines Zyklus in seiner Effizienz gesteigert werden kann. 
Erf indungsgemaB notwendig und ausreichend ist jedoch be- 
reits die Kompartimentierungsstrategie zur hierarchischen 
Parallel fiihrung von Mutantenverteilungen. 

Figur 4 zeigt eine typische hierarchische Parallelfuhrung 
nach Selektion. Das Diagramm verdeutlicht einen Ausschnitt 
aus der Kette zyklischer Reaktionsabf olgen, mit der die 
erf indungsgemaBe hierarchische Parallelfuhrung und der 
Bezug zu Mutations-, Amplif ikations- und Selektionsschritt 
verdeutlicht wird. Die angegebenene Zahlen entsprechen 
dem erf indungsgemaBen Verf ahren. Sie konnen real jedoch 
erheblich abweichen. Ihre GroBenordnungen werden jeweils 
so gewahlt, daB 
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optimierte Varianten eine statistisch hohe Chance 
haben, positiv selektioniert zu werden bzw. den je- 
veils nachsten Zyklus zu erreichen, 

optimierte Varianten sich im Untergrundrauschen min- 
derwertiger Varianten im Selektionsschritt zu er- 
kennen geben, 

die Amplif ikationshohe ein hinreichend groBes MeB- 
signal des Selektionsparameters erlaubt, 

moglichst viele unterschiedliche Varianten pro Zyklus 
durchgemustert werden, 

Ein Aliquot einer selektierten Variantenverteilung m des 
Zyklus o (mo) mit ca 1.000 Varianten wird so auf viele 
(z, B. 1.000) ReaktionsgefaBe (RG) verteilt, daB jedes RG 
ca. 10 Varianten enthalt, also jede Variante insgesamt 
ca. 10 X reprasentiert ist. Somit ist die Wahrscheinlich- 
keit des Verlustes einer Variante statistisch klein. Die 
Verteilungen des ersten Zyklus (1^, 2^, ... I.OOO ) werden 
parallel der Mutagenese unterworfen, wobei ca. 10 Varian- 
ten pro RG entstehen. Sie werden so verstarkt, daB ins- 
gesamt ca. 10-^^ Seguenzen pro RG entstehen, die die 10^^ 
unterschiedlichen Varianten nach Mutagenese beinhalten. 

Erf indungsgemaB wird der Reaktionsansatz n^ im Selektions- 
schritt fur den nachsten Zyklus ausgewahlt, jedoch nicht 
liber die Bewertung von n^, sondern iiber die Bewertung des 
von n^ abgeleiteten, verstarkten Mutantenspektrums n^ ' . 
Fur das Beispiel von 10"^ Varianten pro RG reicht es wie- 
der, wenn ein Aliquot so auf die 1.000 RG des Folgezyklus 
verteilt wird (1^, 2^ l.OOO^), daB im Durchschnitt 

wieder jede einzelne Variante aus n^ ' lu ach im Zyklus 2 
reprasentiert wird. Auf der Basis der angenommenen 
Zahlenwerte wlirden pro Zyklus 10^ Varianten ge- 
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mustert. Diese Zahl laBt sich deutlich steigern, wenn 
entweder mehr RG eingesetzt werden, ein sensitiver oder 
scharfer selektierendes Selektionsverf ahren eingesetzt 
wird Oder wenn erwiinschte Mangelmutanten z. B. durch 
Extraktion von n^ ' abgetrennt werden konnen, wie es z. B. 
bei einer Selektion iiber Bindungsoptimierung moglich ist. 
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Pat:entanspruche 



1. Verfahren zur Herstellung von neuen Biopolymeren mit 
verbesserten Eigenschaf ten mittels Polymerasen, da- 
durch gekennzeichnet , daS mindestens ein Zyklus der 
nachstehend genannten Schritte in einer -Serie von zu 
vergleichenden Parallelansatzen durchlaufen wird, 

- Nukleinsauresequenzen oder ein Gemisch ahnlicher 
Nukleinsauresequenzen in der Mutantenverteilung 
einer Quasi-Spezies werden im Bereich der 
Fehlerschwelle einer begrenzten Mutagenese un- 
terworfen, 

diese Gemische werden unter simultanen Bedingun- 
gen und/oder nacheinander repliziert, 

die so entstandenen Nukleinsauregemische werden 
durch Aufteilung kompartimentiert 

und danach durch ein Selektionssystem selek- 
tiert, welches die interessierenden Eigen- 
schaften der Nukleinsaureseguenz selbst oder 
indirekt iiber deren Translationsprodukt re- 
flektiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB die begrenzte Mutagenese durch definiert un- 
gleichgewichtige Gabe der Purin- und/oder Pyrimidin- 
nukleotidbasen oder Basenanaloge oder durch mutagene 
Substanzen und/oder durch energiereiche Strahlung 
Oder sonstige die Mutation begiinstigende Reaktions- 
parameter erzeugt wird. 
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3 . Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2 , dadurch 
gekennzeichnet , daB durch die Einstellung der als 
Variablen benutzten Genauigkeit der Replikation oder 
deren abgestufte Genauigkeit in konsekutiven Schrit- 
ten tm den Bereich der Fehlerschwelle herum ("Tem- 
pern") , gefolgt von der (>> 10) genaueren Verstar- 
kungsreplikation die Verteilung der Nukleinsauren 
auf das gesuchte Optimum hin gerichtet durch die 
Wertlandschaft im Bereich ihrer Fehlerschwelle ge- 
fiihrt wird. 

4 . Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , dadurch 
gekennzeichnet , daB unterschiedliche Nukleinsaure- 
seguenzabschnitte unterschiedlichem Mutagenesedruck 
ausgesetzt werden. 

5. Verf ahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis A, dadurch 
gekennzeichnet , daB die Aufteilung in Kompartimente 
so erfolgt, daB einerseits praktisch alle neuen und 
alten Varianten in mindestens einem Korapartiment 
vorhanden sind und andererseits der Inhalt der Kom- 
partimente durch phanotypische Selektion differen- 
ziert werden kann. 

6. Verf ahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , 
daB die zu einer phanotypisch selektierte Biopoly- 
merengruppe zugehorigen Nukleinsauresequenzen simul- 
tan Oder nachtraglich alleine oder im Gemisch zuge- 
ordnet werden konnen. 

7. Verf ahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
6, dadurch gekennzeichnet , daB die Selektionierung 
der Nukleinsauregemische an Produkten erfolgt, 
welche direkte Kopplungen von Genotypen und Phano- 
typen darstellen. 
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8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , 
daB die Selektionierung an Polysomen erfolgt, die in 
einer Kopplung sowohl die Translationsprodukte als 
auch deren kodierende RNA enthalten. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, da3 die Selektion von Zyklus zu 
Zyklus durch Variation der Stringenz der Selektions- 
bedingungen und Mutationsbedingungen gesteuert wird. 



10. 



Verfahren gemafl einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet , daB eine groBe Anzahl vergleichender 
Parallelansatze gefahren und ausgewertet wird. 
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Durchmusterung eines groBen, 
selektierten Mutantenspektrums 
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Mutagenese und Amplifikationsstrategie zum 
"Schmelzen" von Quasi Spezies Verteilungen 




ERSATZBLATT 



wo 92/18645 



3/4 



PCr/EP92/00840 



Zyklische Produktoptimierung 
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Hierarchische Parallelfuhrung und Selektion 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

« , ^ " PCT/EP 92/00840 



K lOASSinKATlON PES ANMELPUNCSGEGENSTANDS (bel recbmo Klassifikaaoassyaibolen and alle anzugetxn)* 



Nacb dcr lotcmatiooalea PatentkJassiftkatioo (TPC) odcr Dach der oadonoJea KUsafikAtioa uod do- IPC 

Int.Kl. 5 C12Q1/68; C12N15/10; C12P21/00 



II. R£CHERCH1ERTE SACHGEBCETE 



Redierdiiertcr Mind est prtlfst off ^ 



KJ us ifl kitl ou sytea 


Ki ass ifi kat i 0 Dssym bol e 


Int.Kl. 5 


C12Q ; C12N 



Rechercbiertc nicfat zum Mindestprtifjtoff gditirciide VefOffentHchungen, soweit dicsc 
uQter di€ re<±«chierten Sacbgebicte fallen ' 



m. EINSCHLAGIGE VEROFFENTUCHUNGEN ^ 



Art." 



K«iiiir«ichnung der VerttffentJichuDgll . sowoi erforderiich uoter Angob* dcr maBgcblicfacn Teiie U 



Betr. Anspnich SrM 



SCIENCE. 

Bd, 249, 3. August 1990, LANCASTER, PA US 
Selten 505 - 510; 

C.TUERK ET AL, : 'Systematic evolution of llgands 
by exponential enrichment: RNA llgands to 
bacteriophage T4 DNA polymerase* 
In der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 

BERICHTE DER BUNSEN-GESELLSCHAFT FuR 

PHYSIKALISCHE CHEMIE 

Bd. 89, 1985, WEINHEIM,DE 

Selten 658 - 667; 

M.EIGEN: 'Macromolecular evolution: dynamical 
ordering In sequence space' 
siehe das ganze Dokument, besonders die 
Zusammenfassung und "Conclusions" 



-/-- 



Bcsondcre Katcgortcn von togcg«bcQ«o VcrOffentUchiiiig«a : 

'A' VerMfcotJldiung, die den allgcxBcioen Stud dcr Tedioik 
dcTioicrtf ibcr nicbt als bcsondcn bcdcutsua anzusefaen ist 

'E* Uccres DokunMut, dts Jedoch erst am oder nadi dcm intenia- 
tlooalca Anaeldcdatua veroffutllcht irorden ist 

•L* VerOffentllchuag, die geeiRnet Ist, einen PrioriiAtsanspnidi 
zweifelbaft erscheinen zu lassen, oder durch die das vcrt»f- 
featiichuoffsdatmo ciner aadereo ioi Rectierchcnbaicfat g*- 
nanolen Vertiffenilichung bclegt werdeti soil oder die aus eincm 
andereo bcsoodcrcn Crund angegeben ist (wie ausgefuhrt) 

'O* VcrMfcntUchuag, die sich airf eine mtindlidte Offenbaning, 
eine Beoutzuog, cine Ausstdtuog oder asdcre MaOaabmen 
bezicht 

'P* VerOffcn 111 Chung, die vor deni intemationalcn Anmddeda- 

tuna, aber nacb dera beanspnjcbten Prioritais datum veroffajt- 
lidit wordcQ ist 



T Spatere Vertffeotllchung, die nach dcni intemationaien Ai>- 
meldedatuin oder dco Pnohtltsdatura verOffentiiciit worden 
istUDd nit der Aoadduag nicht kollidlcrt, sondcra aur zuo 
Versttndnis des der Erfmdiing zugniaddiegendeo Priozips 
Oder der ibr zugniodeliegeadeo Tbeorie angegefoca ist 

'X' Verttffentii Chung von bcsondcrcr Bedcutung; die beanspnicb- 
te Erfindung kano nicfat als neu oder auf crfiDdchscfaer Tltig- 
kcit beruhcnd betracfatet werdea 

'Y* VerOffeotlicfaung von besonderer Bedeutung; die beanspnicb- 
te ErTtndung kano nicfat als auf eifinderischer Tltlgkeii be- 
nibend betrachtet werden, wenn die Vert>ffentlichung mit 
oner oder raenrereo andcren Ver«ffentlicfaungcn dieser Kate- 
gorie in Vertindung gebracht wird und diese Verbindung fUr 
dnen Fachmann nabdiegend ist 

VertJffeatlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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Abscodedtium des iniunationiten Recticrctmbo'icbu 



16.03.92 
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in. ELNSCHIACIGE VEROFFENTUCHUSGEN (Fortsetmng wm BUn 2) 


Art' 


Ke&nzcichmiflg der Veroffcntlichung, $owdt efforderitch uater AogilM der mxOtgebijdieo Tdle 


j Bctr. Anspnicb Nr. 


A 


NATURE, 

Bd. 344, 29. Marz 1990, LONDON GB 
Selten 467 - 468; 

D.L-ROBERTSON ET AL. : 'Selection In vitro of an 
RNA enzyme that specifically cleaves 

slehe das ganze Ookument 


1 


A 


GENE. 

Bd, 82, 1989, AMSTERDAM NL 

1 cell OJ Of , 

G.F.JOYCE: 'Amp! If Icatlon, mutation and selection 

of catalytic RNA' 

slehe das ganze Dokument 


1 


A 
A 


PP A n 1?*^ f^lJOMFN SQKFRT QY^ 5 Oktober 
1988 

slehe Selte 7, Zelle 50 - Selte 8, Zelle 14; 
Anspriiche 


1 


P.X 


WO, A, 9 105 058 (KAWASAKI G.) 18. April 1991 
slehe Selte 2, Zelle 37 - Selte 7, Zelle 21 
slehe Selte 24, Zelle 36 - Selte 25, Zelle 11; 
Anspriiche 


1,8 




W0,A,9 202 536 (THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF 
COLORADO) 20. Februar 1992 
slehe das ganze Dokument 

besonders Selte 2, Zelle 30 - Selte 15, Zelle 
11, Selte 40, Zelle 6 - Selte 41, Zelle 2 und 
Anspriiche 


1,8 



ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT 

OBER die INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. EP 9200840 

SA 59019 



In diescm Anhang sind die Mitftieder dcr PateotfAmilien der im ofacngcnanotcn mtcrnatioiiakn Rc cfa crchcobcricfat angcfuhiten 
Pateotdokumente angegeben. 

Die Aneabcn uber die Famitirnmirglieder eotsprccfaen dem Stand der Datei dcs Europaiscfaen Patcotatnts am 

Dicse Angafacn diexwo our zur Unterricfatiuig und erfolgen ohnc Gewahr. 13/08/92 
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